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VYZNAM STANOVEN] AKTIVITY TELOMERAZY V ONKOLOGII
TELOMERASE ACTIVITY AND ITS IMPORTANCE IN ONCOLOGY

M. SIMICKOVA, M. CERNOCH
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Souhrn: Starnuti somatickych bunék, které se projevuje jejich neschopnosti neomezeng se délit, je fizeno procesem postupného zkra-
covéni konci chromozomd, které se nazyvaji telomery. Zarodedné a nidorové buiiky viak maji mechanismus, jak pisobit proti tomu-
to replikatnimu starnuti: G¢inkem ribonukleoproteinového enzymu telomerazy je moZno zkracovéni telomer zabrénit. V praci jsou
shrnuty poznatky o procesu netiplné replikace 3’-konce matricového DNA fetézce v somatickych buiikich, 0 mechanismu pisobeni
telomerazy a jeji roli v procesu nadorové biologie.

Kli¢ova slova: telomery, telomeré4za, immortalita, lidské benigni a maligni nddory

Summary: The senescence of somatic cells caused by limited number of their possible divisions is regulated by the process of gra-
dual length reduction of the ends of chromosomes, called telomeres. However, tumor and germ cells possess a regulatory mechanism
for eliminating this replicative senescence by means of telomerase, a ribonucieoprotein enzyme which is able to prevent telomere length
reduction. In this work we describe new knowledge about the ,,DNA end replication problem" in somatic cells, about the reaction of

telomerase, and its role in tumor biology.
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Molekularni genetika zabyvajici se dv€ma kontroverznimi pro-
cesy - starnutim normélnich somatickych bun&k a naopak
nesmrtelnosti zarode¢nycha nadorovych bun€k - zaznamena-
la v poslednim obdobi velky pokrok. Starnuti somatickych
bunék miiZe byt zpisobeno postupnym zkracovinim specific-
kych zakonfeni eukaryontnich chromozomi - telomer - pfi
kaZdém mitotickém déleni. Pfi ur¢ité minimalni délce telomer
neni uZ dal3i déleni moZné, buiika umira. Naopak zérodecné
anadorové buiiky nemaji tento replika¢ni limit, protoZe expri-
muji ribonukleoproteinovy enzym telomerdzu, ktery umoz-
fluje udrZovat telomery v dostate¢né délce a tim zarucuje t€m-
to butikdm immortalitu.

1. Biologie procesu replikaéniho starnuti

VétSina bunék eukaryontil, které se mohou délit in vivo, nema-
ji moZnost d&leni neomezenou. Proces, ktery limituje prolife-
raéni potencial buné&k, byl popsén pro lidskou buné€nou linii
fibroblastd jiZ pfed vice neZ 30 lety a byl nazvan bun&&né (rep-
lika¢ni) starnuti (,,cell [replicative] senescence*) (1). Pocet
bung¢nych déleni, kterd prob&hnou v somatické butice pred
ukoncenim jejiho Zivota, zivisi na Zivo¢isném druhu, stafi
organismu, typu bunék a genetickém charakteru jedince. Toto
¢islo miZe dosahovat pro fetalni nebo neonatalni buiiky hod-
noty 60 aZ 80 délenti, pro ur¢itou bunéénou linii je vysoce repro-
dukovatelné. Pocet zbyvajicich moZnych déleni zdvisi, jak bylo
prokazano, na délce telomer (1).

Z dosavadnich z&véri genetické analyzy se zd4 byt zfejmé,
Ze starnuti je geneticky dominantni, zatimco immortalita je
znak recesivni (2). Tento zavér je zaloZen pfedev§im na
vysledcich fizi normalnich proliferujich bunék s buiikami
z nesmrtelnych nddorovych linif a vzdjemnych fuzi bunék
mezi riznymi nddorovymi liniemi (2). Existuje alespoti deset
genetickych mist dosud neidentifikovanych genti na chromo-
somech 1- 4, 6,7, 10, 11, 18 a X, ktera se podileji na repli-
ka¢nim potencialu butiky (2).

Buiika, u které do3lo k poslednimu moZnému déleni, se dosta-
vi do faze zablokovani postupu bun&¢ného cyklu k déleni vli-

vem represe alespotii tfi transkripnich reguldtort, a to c-fos,
Id a E2F, ev. indukce inhibitorti cyklin-dependentnich kiniz
(napf. p21, p16) (2, 3). Vysvétleni produkce té€chto latek je
dosud hypotetické: kritické zkraceni telomer miZe navodit
napf. uvolnéni proteinii pivodné na telomery navazanych, kte-
ré spusti proces aktivace pivodné blokovanych gend (3). Bylo
prokézéno, Ze start programu replika¢niho stirnuti je zavisly
rovnéZ na pfitomnosti inhibitoru telomerazové aktivity (2).
Proces stdrnuti se zd4 byt resistentni k apopt6ze a nezdvisly na
jejich stimulech (4). Fenotypicky se projevuji u starnoucich
buné&k nejenom zmény v morfologii (obvykle zvétieni bun&k),
ale i v expresi ur¢itych geni (2). Tento fyziologicky proces
omezeni buné¢né proliferace se zd4 byt velice nad&jny, pokud
jde o moZnost jeho vyuZiti pro nddorovou supresi.

2. DNA struktura na konci eukaryontnich chromozomi
a jeji replikace '

Konce eukaryontnich chromozomt - telomery - jsou u &lové-
ka tvofeny repetitivnimi sekvencemi bazi TTAGGG. Tyto ¢as-
ti DNA tvofi spolu s proteiny zv143tni strukturu na konci chro-
mozomdl, kter4 zabraiiuje jejich fiizim, degradaci a transloka-
ci - tzn. podileji se na zachovéni stability eukaryontniho geno-
mu. Telomery maji dale vliv rovn€Z na lokalizaci chromozomi
v jdfe, parovani homolognich chromozom v ¢asné fazi déle-
ni a jejich pohyb b&hem déleni (5).

Telomerové repetitivni sekvence riznych organizmti maji
obvykle velikost 6 - 8 parti bazi, i kdyZ existuji del3i sekven-
ce (napf. druh Candida mé 20 - 25 part bazi). Aktualni pocet
kopii kolisa nejen podle délky Zivota buiiky, ale je i druhové
zévisly (u my3i vice neZ 10 000 kopii, u ¢lovEka 500 aZz 2 000
kopii (3 000 - 12 000 pari bazi) (5). Uplny konec telomer tvo-
Hi Zasto skupina 2 - 4 G; struktura této &asti je zfejme rovnéZz
velice dileZit4, ale jeji funkce dosud neni detailn€ poznéna (5).
Princip zkracovéni telomer u normélni somatické buiiky a paiso-
beni telomerazy jsou vysvétleny naobr.1 a2 (6 -9). DNA poly-
merdza katalyzuje syntézu dcefiného vldkna DNA od mista
zahéjeni replikace, tj. replika¢ni vidlice (replication fork), ve
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sméru 5’ - 3’ deefiného fetézce kontinualng, toto vlikno se nazy-
vé vedouci fet&zec (,Jeading strand*‘) (obr.1). V opatném smé-
ru od mista zah4jeni replikace v§ak probih4 syntéza dcefiného
fet&zce sloZit&ji, a to diskontinuiln€ po malych tsecich oligo-
nukleotidii (kaZdy opé&t ve sm&ru 5° - 3°), tzv. Okazakiho frag-
mentech (obr.1). Napojeni kazdého z nich musi byt zahajeno
(podobng jako je tomu i u vedouciho fet€zce) navazanim krat-
kého RNA primeru na matricovy fet€zec. RNA primery jsou
v dal&i fazi enzymaticky odbourdny a nahrazeny odpovidajici-
mi sekvencemi DNA. Nakonec jsou jednotlivé iiseky pospojo-
vany DNA-ligazou. Takto syntetizovana Cast dcefiné DNA se
oznatuje jako opoZdujici se fetézec (lagging strand) (obr.1). Na
5’ - konci dcefiného fetézce DNA viak nemuiZe byt RNA pri-
mer nahrazen sekvenci DNA (je jen od§t&pen), a proto docha-
zi k jeho neukonené replikaci, a tedy ke zkrceni (obr. 2a).
Popsany mechanismus katalytického pisobeni DNA polyme-
razy zpusobuje, Ze po kaZdé replikaci jsou dcefiné fet€zce DNA
na 5’ - koncich vZdy o n&co krat3i (problém netipIné replikace,
,.end replication problem*) (7, 9). Konec chromozomu (telo-
mera) tak ztraci pfi kaZdém bun&¢ném déleni (v S-fazi bunét-
ného cyklu) 8 - 12 part bazi DNA. Podle poslednich tdaji exi-
stuji v sav&ich chromozomech kromé té€chto chromozomi
s tupym zakon&enim (se zarovnanymikonci, ,,blunt end termi-
ni“) (obr. 2a) rovnéZz chromozomy s pfesahujicim 3’ - zakon-
genim (chromozomy s pfesahujicimi, posunutymi konci)
(,;,overhanging termini*) (6). Replikaci chromozomii s posu-
nutymi konci dochazi uvedenym mechanismem k tvorb€ tupych
zakon&eni zkracenim 3 - konce na vedoucim fetézci DNA.

Reseni uvedeného problému postupného zkracovéni telomer
pfi kaZdém mitotickém dé€leni umoZiiuje ucinek telomerdzy
(9) (obr. 2b). Jeji pisobeni spociva v tom, Ze katalyzuje vaz-
bu repetitivnich sekvenci bazi na 3’ - konci nezreplikovaného
matricového fet&zce, ktery je primerem pro telomerdzu, za
vytvofeni pfesahujiciho 3’- konce (pfesahujictho plivodni dél-
ku matefského fetézce). Nasledné je pak pisobenim DNA
polymerazy (jiZ popsanym mechanismem s pomoci RNA pri-
meru atd.) prodlouZen i dcefiny fetézec v misté piivodni ,,meze-
ry“. Pravdépodobn& pisobenim nukledzy jsou pak - u chro-
mozomil s tupym zakon&enim - pfesahujici konce fet€zch zkra-
ceny na plivodni (tj. matefskym odpovidajici) délku (obr. 2b)
(6). Obdobnym mechanismem zajisfuje telomerdza vytvofeni

stejné dlouhé dcefiné kopie DNA i u chromozomil s pfesahu- .

jicim 3” - koncem.

3. Metoda priikazu aktivity telomerazy

Metoda stanoveni aktivity telomerazy (TRAP = Telomerase-
Repeat Amplification Protocol ) (10) je zaloZena na n€kolika
krocich. V prvni &4sti reakce dochézi ti¢inkem telomerdzy
k vazbe telomerovych repetitivnich sekvencina 3’ - konec syn-
tetického primeru. V druhém kroku je produkt telomerdzové
reakce amplifikovan metodou PCR (polymerazové fet€zové
reakce) za uZiti druhého primeru, ktery obsahuje sekvence
komplementdrni k vlastnimu telomerdzovému produktu.
Amplifikovany produkt je detekovin bud elektroforézou
a naslednou autoradiografii, pfi oznaceni jednoho z nukleoti-
di 32P se na gelu objevi typicky obraz heterogenniho produk-
tu s ,,Zebfikovit&“ narustajicimi z6nami lificimi se vidy o 6
périi bazi. Druh4 moZnost detekce amplikovaného produktu je
umoZnéna hybridizaci se specifickou detek&ni sondou anasled-
nou imunochemickou reakci (komer¢ni souprava Telomerase
PCR ELISA, Roche, nebo TRAPeze - ELISA Telomerase
Detection Kit, Oncor).

Uvedena TRAP metoda je pouze semikvantitativni, pro srov-
néani zavéra riznych studii je tfeba zvaZovat moZné nestan-
dardni kroky pfi vy$etfeni. Jsou viak vyvijeny postupy, jejichZ
pomoci je moZno pfitomnost ribonukleoproteiného enzymu
kvantifikovat. Senzitivita metody TRAP je vysoka - aktivitu
Ize prokézat v materidlu obsahujicim 1 pg proteinu v extrak-
tu, nebo 103 bungk. _

Vedle stanoveni aktivity telomerazy uvedenym postupem je
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Obr. 1.
Schema replikace eukaryontni DNA - replika¢ni vidlice (podle 8).
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v poslednim obdobi vyuZivano detekce RNA sloZky telome-
razy (hTR), jejiZ pomoci 1ze rovnéZ rozlidit preinvazivni
a invazivni neoplasticky proces (11, 12). Kromé vlastni akti-
vity telomerazy je Casto stanovovana i délka repetitivnich
sekvenci telomer, které mohou byt v urcité fazi procesu cha-
rakteristické (13). RovnéZ tato metoda vyZaduje standardiza-
ci (14).

4. Telomeriza a jeji role v procesu nadorové biologie
Telomeraza, ribonukleoprotein, ktery umoZiiuje syntézu repe-
titivnich telomerovych sekvenci na koncich chromozomil, je
citlivd na §t€peni RNézou a na zvy3enou teplotu (15). Sekven-
ce jeji RNA je u mnoha niZ¥ich Zivocichii znamé4 (vyzkum byl
zah4jen na prvoku druhu Tetrahymena), obsahuje 150 - 200
nukleotidd u prvoka, asi 1300 nukleotidd u kvasinek, 450
u savct (15). Sekundarni struktura dosud nebyla uréena. Lze
pfedpokladat, Ze na funk&nim telomerdzovém komplexu se
budou podilet rovné&Z proteiny. Proteinova ¢ast miiZe spolu-
tvofit vazebna mista pro uchyceni DNA inukleotidi, tzn. miiZe
byt dileZitym regulatorem biologické aktivity ribonukleo-
proteinového enzymu. Dosud byly popsidny pfedeviim pro-
teiny asociované s telomerazou typu TP1 a TP2 (16).
Pozomost je rovnéZ soustfedéna na proteiny véZici se pfimo
natelomery. V posledni dob& byl prokazan savei protein TRF1
(17). Je to vazebny faktor pro telomerovou repetitivni sekven-
ci, mé velikost 60 kDa, jeho C-koncova doména vykazuje
homologii s MYB-onkoproteiny. Je vazan na telomery prav-
d&podobné v dimeru. Jeho funkce spocivé pfedeviim v mecha-
nické ochrang telomer, a déle se spolut¢astni regulace jejich
délky. Na analyze dal§ich proteinil, podilejici se na tvorbé telo-

Obr. 2.

Problém neiiplné replikace chromozomil: a) Postup replikace v pfipadé
zarovnanych, tup& zakon¢enych chromozomi. b) Mechanismus tu¢inku
telomerazy (podle 6).
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merového komplexu i viastniho kompexu s telomerazou (18),
se v souCasnosti intenzivng pracuje.

Vlastni reak¢éni mechanismus plisobeni telomerazy je obdob-
ny reakci DNA-polymerazy nebo reversni transkriptazy (obr.3)
(6). ZjednoduSené Ize reakci popsat jako tfistupiiovou: a) nava-
zani kratké telomerické sekvence na 3’-nezreplikovaném
matricovém konci chromozomu na vazebnou doménu telo-
. merazové RNA, b) templitem - fizend adice nukleotidii
+ ac) translokace, kterd umoZni opakované uZiti totoZné oblas-
ti pro dal3i vazbu. Vlastni vazebna doména je tvofena 5 nuk-
leotidy, na néZ se vaZe 3’-termindlni DNA primer. Templato-
v4 doména umoZni syntézu nové repetitivni sekvence (lové-
ka: TTAGGG) na komplementarni sekvenci nukleotidi telo-
merézy (obr. 3b - nové navazany oligonukleotid je oznaten
malymi pismeny). Translokaci dojde k uvolnéni templatové
domény a k dal§i moZné vazb& nukleotidii (obr. 3c) (6).

Jiz od pocatku 90. let se objevily spekulace o vyznamu telo-
merazy pro udrZeni nesmrtelnosti nadorovych bunék, které
byly doloZeny velkym mnoZstvim experimentalniho materia-
lu(19,20). Tti bunééné typy, a to zdrode¢né buiiky, ur&ité kme-
nové buiiky a buiiky mnohych malignich nadoru, nepodiéha-
jiprocesu replika¢ntho starnuti. Zaroveii jsou tyto buiiky cha-
rakteristické tim, Ze vykazuji expresi telomerazy. Telomerdza
jeaktivni v zérode¢nych buiikéch vyvijejiciho se embrya, dél-
ka jejich telomer je konstantni (obr. 4). V somatickych buii-
kich je enzym reprimovan, telomery se b&hem re-plikace chro-
mozomu zkracuji ke kritickému momentu, kdy buiika odumi-
1d. Dojde-1i vSak v buiikdch k mutaci navozujici maligni pro-
ces, pak signdl k zastaveni dé&leni je potladen ¢i builky jej
ignoruji. Je-li geneticky zésah dostate¢ny k indukci tvorby
aktivni telomerézy, pak buiiky, které neztratily kompletné telo-
mery, pokracuji v déleni a ziskavaji nesmrtelnost (19, 20). Na
prvnich pilotnich studiich bylo prokizano, Ze telomeréza je
pfitomna nejen v liniich nddorovych bunék in vitro (tab.1) (20,
21),aleiv pfevaZné vétsing lidskych malignich nddort (tab.2).
Bylo prokazéno, Ze telomery v lidskych nadorech jsou kratsi
! neZ v butik4ch okolni tkané.

Z této obecné hypotézy se viak nékteré experimentilné pro-
kézané modely vymykaji. Je ziejmé, Ze telomeraza neni vidy
nutnd - a naopak jeji pfitomnost neni vzdy jedinym dostate¢-
nym impulzem - k udrZeni immortality bun&k (19, 20). Bylo
dokdzéno, Ze normalni lidské T-buiiky po aktivaci exprimuji
telomerazu, a pfece jsou jejich telomery v priab&hu déleni zkra-
covéany (15). Spekulativnim vysvétlenim miiZe byt nedosta-
te¢nd kvantita enzymu, ev. jeho modifikace apod. Né&které
nadorové butiky pravdépodobné telomerazu neprodukuji, pfe-
stoZe se aktivné dé&li (22) nebo maji charakter nesmrtelnosti.
Zajimavé vysledky byly zjist€ny pfi studiich na myS$ich. Béhem
tumorigenese byla naméfena zvy$end aktitita telomerazy, kdy
nedochéazi k podstatnému zkraceni telomer. Bun&¢né linie
odvozené z my$i, u nichZ vak byla provedena delece RNA
komponenty telomerazy, byly schopny immortalizace, trans-
formace virovymi onkogeny a tvorby nddoru po transplantaci
(23). Je tedy ziejmé Ze telomeraza neni vyZadovéna pro onko-
genni transformaci ani produkci tumoru u mysi.

Telomeraza je rovnéZ negativni, vystoupi-li builka z procesu
bunééného cyklu z diivodu bud diferenciace, nebo klidového
stavu. PfestoZe byla prokdzana telomerdzova aktivita v n&kte-
rych normélnich lidskych tkanich, a naopak n&které nesmrtel-
né buiiky nemély telomerdzu prokazatelnou, 1ze obecné fici, e
telomeréaza koreluje s proliferaci nddorovych bunék (22). Vztah
telomerazové aktivity k proliferaci byl prokazan pfedevsim na
liniich nddorovych bunék. Jeji aktivita je rovn&Z zvysena, je-li
napf. (normalné& velice slab& produkujici) kiiZe stimulovana (po
poranéni) k tvorbé& proliferujici baz4lni membrany. Endomet-
ridlni tkai vykazuje rovnéZ zmény v aktivité tohoto enzymu ve
vztahu k proliferaci béhem menstrua¢niho cyklu (24, 25).

Je tfeba si vak uv&domit, Ze na procesu buné¢ného starnuti se
podileji vedle telomerézy i dal$i moZné mechanismy, napf.
produkt supresorového genu p 53 (3).

Obr. 3.
Obecny mechanismus telomerazové reakce. A: vazebnd doméma, B: tem-
platova doména (podle 6).

—— TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 1
CAAUEECAAUC

[SSARNARREEN
—— AATCCCAATCCC:s
a) vazba primeru

A\
— T TAGGGTTAGGGTTAGGG T TA ttag-.3»
TR AL LR ADE
AATCCCAATCCC sy

b) vazba nukleotidu

—— TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGIGt tag 3"
[ REEEERENENE CAAUCCCAAUC
—— AATCCCAATCCC-s-

¢) translokace

Obr. 4.

Schema replika¢niho starnuti somatickych bung&k a vliv telomerdzy na
zachovani immortality zarode€nych a nddorovych bunék ve vztahu k dél-
ce telomerd (podle 20).
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5. Klinicky vyznam stanoveni aktivity telomerizy

Bylo prokdzano, Ze telomerdza miiZe byt uZite¢nym diagnos-
tickym markerem pro stanoveni stadia onemocné&ni, dle i pro-
gnostickym markerem vyvoje onemocnéni. Nemensi role je ji
pficitina pfi diferencidlné-diagnostickém rozhodovéani mezi

X?(?lv}ta telomerazy v immortalizovanych lidskych bun&&nych liniich
(podle 21).

Bunéény typ Telomeriza + Telomeriza -
Epitel mlétné ¥lazy 21 v b 0
Bronchiélni epitel 9 ik 1

Epitel retiny e 1 R N
Embryondlnf ledvina 2 0
B-lymfocyty 2 L0,
T-lymfocyty I i Ao
Mesotel 3 S EE L
Fibroblasty* 2% o e
KoZni keratinocyty .. .6 id 0
Cervikélni keratinocyty : B TS N 0
Celkem 74 23

2 Fibroblasty mlé¢né Zl4zy, bronchd, jater, plic, prostaty a kiiZe.
b Stanoveni telomerdzové aktivity provedeno obvykle TRAP metodou
(viz Material, metody).
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Tab. 2.
Aktivita telomerdzy v malignich nidorech (podle 28, 29)

Maligni niadory Pozitivni |Celkem |% pozitivnich
hlavy a krku . 112 130 86,2
plic o 113 140 80,7
GIT . 195 223 87,4
pankreatu oo .. | 41 43 953
jater 149 173 86,1
prsu 673 780 87,2
Zenskych reproduktivnich orgdnii 49 51 96,1
muzskych reproduktivnich organi 52 58 89,7
ledvin a mogového traktu 273 306 89,2
kiize 94 | 102 92,2
hematologické 143 180 79,4

benignim a malignim onemocn&nim. MoZnost stanovit telo-
merézu ve velice malém vzorku nadoru umoZiiuje vyuZit riiz-
né neinvazivng ziskané vzorky, napf. odbéry tenkou jehlou,
z vyplachi dst, bronchii, bun€k uvoln&nych do mode apod.
Studium tilohy telomerazy v procesu maligni transforace je zamg-
feno na ¢tyfi oblasti: a) exprese v preinvazivni & €asné invaziv-
ni fazi, b) exprese v invazivnich malignich nidorech, c) vyznam
pro odhad prognézy onemocnéni, d) vyznam pro terapii.

ad a) Bylo potvrzeno, Ze telomeraza je exprimovéna v prein-
vazivnim malignim onemocnéni tlustého stfeva, hlavy a krku
aplic (26-29). Jeji aktivita koreluje s histopatologickym stup-
ném, je viak vyrazné slabsi ve srovnani s maligni tkani. Telo-
merdza byla prokdzana v lyzatu bun&k uvoln&nych do vypla-
chu lumina stfeva u 9 z 15 pfipadi karcinomu tlustého stieva
au Zadného vzorku nemocnych s ulcerativni kolitidou &i Croh-
novou chorobou (26). Intenzivng je studovana telomeraza
i v prekancer6zach dalSich lokalizaci, pfedevsim prsu. Pfed-
stava jednoznané diferencidlng diagnostické pomiicky TRAP
stanoveni pro odliSeni benigniho a maligniho procesu v prsu
je v posledni dobé& pongkud korigovéana: pokud nebude meto-
da stanoveni aktivity pfisn€ kvantitativni (ev. TRAP analyza
nebude alespoti provddéna v fadé fedéni jednoho vzorku), pak
miZe dochazet k fale¥n€ pozitivnim zdvérim. Telomeréza byla
v omezené mife prokdzéana jak ve tkdni fibroadenomi, tak
i u dysplasii. Jejim zdrojem mitZe byt urity podil bun&k pro-
liferujicich, ev. se uvaZuje i o moZném vlivu pfitomnych kme-
novych bunék, které se diferencuji bud na epitelidlni, nebo
myoepitelidlni buiiky (27).

ad b) Vyskyt méfitelné aktivity telomerazy v jednotlivych
nadorovych lokalizacich je shrnut v tab.2 (28, 29). Nejpocet-
néji je zastoupeno vySetfovani malignich a benignich nadort
prsu. V tab.3 jsou ilustrovany souhrnné vysledky dosud pub-
likovanych praci (11, 13,27, 30-37). Je zfejmé, Ze ndlez mini-
malni aktivity ve velice malém po¢tu vzorkil normalni tk4ng
i tkan€ dysplastické (4,5 % a 15,8 %) nemiiZe zdsadné zkres-
lit vyznam tohoto vySetfeni: z dosud analyzovanych 780 duk-
talnich i lobul4rnich karcinomi bylo 86,3 % pozitivnich, pozi-
tivita je obvykle velice vyrazna. Negativita byla nalezena vzdy
ve tkani fibrocystické dysplasie, zatimco vyznamné je zjists-
ni vysoké pozitivity u 83,3 % nadori in situ. Velky vyznam
bude mit hodnoceni biopsie pfi odb&ru vzorku tenkou jehlou,
kdy metoda TRAP umoZni pracovat s minim4lnim mnoZstvim
materidlu a po standardizaci napomiZe v rozlifeni maligni
a benigni tkang.

RovnéZ gynekologické nadory exprimuji telomer4zu ve vel-
kém procentu pfipadi. Byly nalezeny signifikantni diference
v benignich, premalignich a malignich tkanich této lokalizace.
Zd4 se tedy, Ze aktivace telomerazy je kritickym krokem ve
vyvoji maligniho nadoru této lokalizace (38-40). V premalig-
nich intraepitelidlnich cervikalnich 1ézich je telomeraza expri-
movana, nekoreluje s vyskytem lidského papilomaviru (41, 42).
Nédory mofového méchyfe patii k lokalizacim, kde bude
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Tab. 3.
Aktivita telomerdzy v benignich a malignich postiZenich prsu (podle 11,
13,27, 30-37)

Tkaii prsu Pozitivni |Celkem |% pozitivnich
Normalni 1 22 4,5
Dysplastick4 3 19 15,8
Fibrocystick4 choroba 0 51 0
Fibroadenom : 34 122 278
Karcinom in situ 20 24 83,3
Invazivni duktilnf a lobulérni karcinom | 673 780 86,3
Sousedici s karcinomem 4 85 4,7

vySetfeni telomer4zy z neinvazivné ziskaného vzorku vyznam-
nym parameterem pro hodnoceni maligniho procesu. Jevi se
totiZ, Ze senzitivita stanoveni maligniho procesu pomocfi toho-
to vySetfeni z moce je minimélng shodna se zavéry cytologic-
kého vy3etfeni, navic neni zatiZena jeho chybou odeétu (43).
Vyhodou je také velice nizk4 fale¥na pozitivita (44).

Rovnéz daldi nddorové lokalizace, tak jak je uvedeno v tab.2,
jsou vhodnym objektem, kde telomerdzova aktivita rozli¥i
mezi benignim a malignim procesem. Praci ze viech oblasti
nadorovych lokalizaci v posledni dob& pfibyva geometrickou
fadou, k definitivnimu zavé&ru je tfeba vy¢kat na vysledky pro-
spektivnich studii s kvantitativnim vy3etfenim telomerazové
aktivity a dostate¢nym poctem p¥ipadi.

ad ¢) Zhodnocen{ vyznamu stanoveni aktivity telomerazy pro
predikci vyvoje onemocnéni je dosud neuzavieno. Pro studie,
které mohou pfispét k feSeni tohoto problému, musi byt defi-
novéna stabilita enzymu v materidlu zpracovivaném retro-
spektivng, ev. pro prospektivni studie je tfeba dodrZet urdity &as
sledovéani nemocnych. Dosud bylo prok4zano, e pfitomnost
telomerdzové aktivity koreluje se §patnou prognézou vyvoje
onemocnéni u karcinomu Zaludku (45) a u neuroblastom (46).
Znamé prognostické ukazatele u karcinomu prsu vykazuji rov-
néZ signifikantni pfimy vztah k aktivit€ telomerazy (30).

ad d) Terapeutické vyuZiti telomerazy je dosud propracovano
pfedeviim na experimentlnich modelech. RNA sloZka telo-
merézy, pasobici jako templat pro vazbu repetitivni sekvence
TTAGGG tvofi idedlni cil pro inhibici specifickymi oligonuk-
leotidy. V in vitro pokusech byla studovéna moZn4 inhibi¢ni
ucinnost téchto nukleotidd ve vztahu k jejich velikosti, afinit&
a specificit€ vazby a jejich pfechodu do buiiky. Z dosavadnich
experimeti se zd4 byt zfejmé, Ze pravs pfechod pfes bun&nou
membrénu v in vivo modelech je kliGovym problémem (47).
Jako dal3i moZné inhibitory mohou piisobit rovné&Z litky typu
azidothymidinu apod. (20). Terapie za vyuZiti genetickych
manipulaci je dal§im moZnym krokem. Uvedené strategie jsou
v poslednim obdobi dopliiovany rovnéZ moZnosti inhibovat
funkci proteinit vdzanych s telomery, vie se viak dosud pohy-
buje na trovni experimentalniho modelu (20). P viech t&ch-
to pfistupech je tfeba fesit problém neZadouci moZné blokady
telomerazy napf. v zarode¢nych buiikich. Zda bude klinické
vyuZiti terapeutického ovlivnéni telomerazy moZné v blizké &i
ve vzdalene;jsi budoucnosti, ukaZe teprve vyvoj vyzkumnych
praci zabyvajicich této problematice.

6. Zavér,

Dosavadni data nazna¢uji, Ze telomerdza miZe byt specific-
kym a univerzalnim nddorovym markerem. Jeji diagnosticky,
prognosticky a terapeuticky potencil je v sou¢asnosti studo-
vdn nejen na experimentalnim modelu, ale i v rAmci prospek-
tivnich klinickych studii. Dal3i vylepSeni v metodologii napo-
miZe zhodnotit jeji v§znam pro klinickou praxi. Oblast vyu-
Ziti pro n4ddorovou terapii se zd4 byt rovn&Z slibnd. V ramci
feSeni vyzkumného prokjektu IGA MZ CR jsme zahéjili stu-
dii snazvem: Analyza aktivity telomerazy u benignich a malig-
nich 1ézi prsu, jejiz vysledky budou publikovany po zhodno-
ceni 8ir§iho experimentalniho souboru.
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